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不 同 长 链 脂肪 酸 组 合 对 体外 瘤胃 细菌 发 酵 和 群体 结构 的 影响 


经 语 佳 高 健 


PTRA 


Ere 


ERIE KIER 


(扬州 大 学 动物 科学 与 技术 学 院 ， 扬 州 225009) 


摘 要 : 本 试验 由 在 下 


完 不 同 长 链 脂肪 酸 组 合 对 体外 培养 瘤胃 细 苗 发 酵 和 群体 结构 的 影响 。 


以 3 头 瘤胃 瘘管 奶牛 提供 瘤胃 液 ， 对 照 CAO. 组 底 物 含 5% 脂 肪 酸 钙 ， 试 验 组 培养 底 物 中 硬 


脂 酸 、 油 酸 、 亚 油 酸 和 亚麻 酸 的 含 


la 


分 别 为 1.5%、1.0%、0.5% 和 1.5% CB 组 ) 1.596. 1.096. 


1.5% 和 1.0% CC 2H) ，1.0%、1.5%、1.5% 和 0.5% CD 组 ) 以 及 1.5%、0.5%、0.5% 和 1.0% 


( 卫 组 ) 。 在 培养 后 0、3、6、12、18、24 h 采集 培养 液 ， 测 定 pH、 毛 毛 浓 度 和 瘤胃 细菌 


AB. 
H 


量 。 结 果 表 明 : 1) 培养 液 pH 在 组 间 的 差异 不 显著 〈P>0.05) ; C 组 的 培养 液 氨氮 浓度 


显著 高 于 B、D 组 CP<0.05)。2 ) 除 


fea 


JERE CLERI 


属 含量 在 组 间 存 在 显著 差异 (P<0.05 )。 


其 中 琥珀 酸 拟 杆菌 、 生 黄 瘤 骨 球 菌 、 
ZV AT HET Ma bal. PR ERE ER a. Bet 


(P<0.05) 。 培 养 液 埃 氏 巨 球 兰 含量 最 高 ， 为 优势 菌 。 


MRA 


关键 词 : 脂肪 酸 组 合 ; 


中 图 分 类 号 :S823 


, 


群体 结构 


反刍 动物 瘤胃 微生物 主要 由 细 


蛋白 溶解 梭 菌 和 嗜 证 粉 瘤 骨 杆 菌 含量 在 B 组 较 高 ; C 


解 演 粉 瘤胃 球菌 以 及 瘤 


了 


总 细菌 含量 显著 高 于 其 他 各 组 
pau 
A 


综合 得 出 ， 脂 肪 酸 组 


Ba 


对 瘤 5 总 细 


瑚 种 属 含量 有 显著 影响 ， 这 与 发 酵 模式 有 关 。 
瘤 


ESIN 原虫 、 


宿主 动物 机 体 的 健康 状况 、 饲 料 利用 率 、 生 产 性 能 等 密切 相关 Bl。 油脂 饲料 可 通过 调控 瘤胃 


上 古 菌 和 真菌 等 组 成 03， 其 群体 数量 与 结构 与 


微生物 各 群 系 的 量 、 原 虫 吞噬 细菌 或 古 戎 的 互 作 等 来 影响 瘤胃 微生物 群体 数量 及 其 结构 进 
影响 瘤 骨 发 酵 ， 最 终 影响 宿主 的 饲料 利用 性 能 和 生产 性 能 。 有 研究 报道 ， 羊 草 底 物 条 件 下 


添加 59581 10% 的 亚麻 籽 油 显著 降低 了 瘤 


收 稿 日 期 : 2016-01-28 


(BK20151312) ; 江苏 省 优势 学 科 (PAPD) 


作者 简介 : 经 语 佳 (1992-), w, 江苏 江都 人 , 硕士 


873432484 @qq.com 


微生物 发 酵 的 产 气量 和 甲烷 产量 ， 提 高 了 氧气 产 


基金 项 目 : 产 学 研 协 同 创 新 项 目 (XT20140012) ; 江苏 省 自然 科学 基金 基础 研究 项 目 


究 生 , 动 物 营 养 与 饲料 科学 专业 。 E-mail: 


* 通 信 作 者 : 王 梦 芝 ， 副 教授 ， 人 硕士 生 导 师 ，E-mail: mengzhiwangyz@126.com 


chinaXiv:201711.00558v1 


22 


23 


24 


25 


26 


27 


28 


29 


30 


31 


32 


33 


34 


35 


36 


37 


38 


39 


40 


41 


42 


43 


44 


45 


46 


ChinaXiv 合 作 期 刊 


量 申 。 而 体外 培养 饱和 度 不 同 的 植物 油脂 对 培养 液 酶 活 、 微 生物 活力 加、 瘤 骨 原虫 、 细 菌 蛋 


Im 


NS 


白 及 DNAI 都 有 一 定 的 影响 。 进 一 步 对 脂肪 酸 的 研究 表明 ， 不 同比 例 亚 油 酸 与 亚麻 酸 影响 


人 工 瘤 胃 体 外 发 酵 和 其 甲烷 的 生成 ， 且 随 亚 麻 酸 比例 的 升 高 效应 增强 中 而且 不 同 的 脂肪 酸 


对 瘤胃 发 酵 所 产生 乙酸 和 丙 酸 的 量 也 有 不 同 的 影响 名。 我 们 前 期 6 种 不 同 长 链 脂肪 酸 的 试验 


表明 ， 饱 和 程度 对 瘤胃 微生物 的 发 酵 模 式 有 一 定 的 调控 作用 钙 ， 通 过 正 交 试验 筛选 出 了 对 瘤 
骨 微 生物 发 酵 模 式 〈 乙 酸 型 发 酵 、 丙 酸 型 发 酵 、 丁 酸 型 发 酵 等 ) 适宜 的 脂肪 酸 组 合 。 但 这 些 
组 合 是 否 通过 影响 瘤胃 细菌 群体 结构 的 机 制 来 影响 其 发 酵 模式 的 尚 不 得 而 知 。 为 此 , 本 试验 


采用 所 筛选 的 脂肪 酸 组 合 进 行 瘤 骨 微生物 的 体外 培养 试验 , 通过 检测 不 同 瘤胃 细 戎 种 属 的 含 


量 ， 以 期 为 研究 前 明 脂 肪 酸 影响 反刍 动物 瘤胃 微 生 态 机 理 提 供 一 些 基础 资料 。 

1 材料 与 方法 

1.1 试验 动物 与 饲养 管理 

在 扬州 大 学 实验 农 牧场 的 奶牛 场 选 取 选 3 头 体重 为 〈560+18) ” kg、 平均 产 奶 量 为 
(15.540.5) kg 并 安装 有 瘤 骨 瘘管 的 4 岁 龄 荷 斯 坦 奶 牛 以 提供 瘤 上 胃液。 试验 期 间 瘘 管 牛 饲 


in| 


喂 给 奶牛 场 提供 的 常规 饲 粮 〈 精 粗 比 为 40:60) , 4H 07:00 和 19:00 等 量 饲 喂 ， 自 由 饮水 。 
12 试验 设计 与 培养 底 物 

本 课题 组 前 期 对 于 瘤胃 微生物 发 酵 调 控 具 有 代表 性 的 4 种 脂肪 酸 OER, MR EN 
酸 、a- 亚 麻油 酸 ) 进行 体外 模拟 瘤 骨 发 酵 技 术 培 养 瘤 肯 微生物 ， 研 究 获 得 了 对 于 瘤 骨 乙酸 、 
丙 酸 、 丁 酸 和 总 挥发 性 脂肪 酸 发 酵 最 优 的 组 合 。 根 据 得 到 最 优 脂肪 酸 组 合 比例 ， 设 计 为 S 


组 。A 组 : 对 照 组 ， 培 养 底 物 含 5% 棕 榈 酸 钙 ; B. C. D. E 组 培养 底 物 采 用 硬 脂 酸 、 油 酸 、 


亚 油 酸 和 亚麻 酸 的 不 同比 例 组 合 : B (1.596. 1.096. 0.59651 1.5%, 乙酸 型 发 酵 ) C (1.596. 


1.0%, 1.5965 1.0%, ARER) D (1.0%, 1.5%. 1.5%F 0.35%， 丁 酸 型 发 酵 ) 、E 组 


(1.5%, 0.596. 0.59681 1.0%， 总 挥发 性 脂肪 酸 型 发 酵 ) 。 其 中 不 足 5%% ARRIE 
5%。 每 组 各 设 3 个 重复 ， 另 外 设 1 个 无 底 物 的 空白 对 照 。 培 养 底 物 组 成 见 表 1 。 
表 1 体外 培养 底 物 的 组 成 


Table 1 Composition of in vitro culture substrates % 
» 组 别 Groups 
项 目 Items 
A B C D E 
淀粉 Starch 25.50 25.50 25.50 25.50 25.50 
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木 聚 糖 Xylan 4.25 4.25 4.25 4.25 4.25 
阿拉 伯 聚 糖 Arabinoxylan 4.25 4.25 4.25 4.25 4.25 
w Në Glucan 4.25 4.25 4.25 4.25 4.25 
甘露 聚 糖 Mannan 4.25 4.25 4.25 4.25 4.25 
纤维 素 Cellulose 32.00 32.00 32.00 32.00 32.00 
HU Pectin 4.25 4.25 4.25 4.25 4.25 
木质 素 Lignin 4.25 4.25 4.25 4.25 4.25 
尿素 Urea 3.60 3.60 3.60 3.60 3.60 
MEH Casein 8.40 8.40 8.40 8.40 8.40 
硬 脂 酸 Stearic acid 1.50 1.50 1.00 1.50 
油 酸 Oleic acid 1.00 1.00 1.50 0.50 
亚 油 酸 Linoleic acid 0.50 1.50 1.50 0.50 
a- AKER a-linolenic acid 1.50 1.00 0.50 1.00 
棕榈 酸 钙 Palmitate calcium 5.00 0.50 0.50 1.50 
合计 Total 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 
1.3 ”体外 培养 
体外 培养 参照 Menke 等 0 的 方法 。 晨 饲 前 通过 瘤胃 瘘管 从 3 头 瘘管 奶牛 采集 瘤 骨 液 ， 
按 人 工 唾液 盐 : 瘤胃 液 =2:1 配制 好 培养 液 ， 通 CO2 39 °C 水 浴 预 热 备用 。 准 确 称 取 各 组 1.50 
g 底 物 置 于 培养 瓶 中 ， 分 别 加 入 150 mL 培养 液 ， 通 CO» 39 °C 50 r/min 振荡 培养 。 在 培养 后 
0、3、6、12、18、24 分 别 采 集 培 养 液 待 测 。 
1.4 引物 设计 
在 GenBank 上 和 查找 琥珀 酸 拟 杆 菌 CFibrobacter succinogenes) . ^E W JA Fi EK FR 
(Ruminococcus flavefaciens ) 等 不 同 菌株 的 16S rDNA 序列 , 然后 利用 DNAStar 中 MegAlign 
进行 序列 比 对 ， 寻 找 种 内 保守 区 域 , 利用 Primer express 5.0 进行 引物 设计 ， 并 通过 GenBank 
中 Blast 检测 引物 特异 性 。 引 物 序 列 见 表 2. 
2 主要 微生物 引物 信息 与 序列 表 
Table 2 PCR primers sequence of main microbias 
项 引物 序列 退火 温度 产物 
Items Primers sequence(5' -3' ) Tm/°C Fragments/bp 
琥珀 酸 拟 杆菌 F: GTT CGG AAT TAC TGG GCG TAA A 60.0 121 
Fibrobacter succinogenes R: CGCCTG CCC CTG AAC TATC 
生 黄 瘤胃 球菌 F: ATT GTC CCA GTT CAG ATT GC 57.5 173 
Ruminococcus flavefaciens R: GGC GTC CTC ATT GCT GTT AG 
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70 


71 


72 


73 


74 


75 


76 


TI 


A £68 S ERE F: TCT GTC TTT GGG GAC GAT AA 53.5 
Ruminococcus albus R: AAG TGC AGT TCA GGG TTA A 

溶 纤维 丁 酸 弧 菌 F: TAA CAT GAG AGT TTG ATC CTG GCT C 58.0 
Butyrivibrio f ibrisolvens R: CGT TAC TCA CCC GTC CGC 

埃 氏 巨 球菌 F: GAT TCT GGC TCA GGA TGA ACG 60.0 
Megasphaera elsdenii R: CGG GTG CTI CCC ACT TTC ATG 

f ARIRE F: TCC GGT GGT ATG AGA TGG GC 55.0 
Clostridium proteoclasticum R: GTC GCT GCA TCA GAG TTT CCT 

嗜 淀粉 瘤胃 杆菌 F: TGA CCG CCT GGG GAG TAC GG 60.0 
Ruminobacter amylophilus R: TTG CGC TCG TTG CGG GAC TT 

降解 淀粉 瘤胃 球菌 F: TIT GTC AAC GGC AGT CCT ATT 57.5 
Ruminococcus bromii R: AC CAG GTC TTG ACA TCG AGT G 

细菌 U Bacterial-U F: GAG GCA GCA GTA GGG AA 57.0 


L5 ”指标 测定 


采用 上 海 雷 磁 pHS-3C 型 酸度 计 即 时 测定 样品 pH; 采用 


度 。 瘤 骨 细 菌 DNA 参照 Zoetendal 等 上 9 的 珠 磨 法 提取 , 采用 


R: CAG CGT CAG TTA CAG ACC AGA G 
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136 
128 
164 
237 
182 


419 


RST Dy IM ve 


型 RT-PCR 仪 上 进行 定量 检测 。 以 细菌 U (Bacterial-U) HAE. 


L6 微生物 含量 计算 


采用 相对 定量 法 定量 各 菌 ,表示 为 各 菌 占 瘤胃 ， 


式 计算 : 


目标 菌 含量 9%》=2-C cL, 


IP: Ct A tata WA pre Tah EL; Ct 总 细菌 为 以 总 细 


1.7 统计 分 析 


数据 结果 采用 Excel 2003 


PRU (P Be EL 


的 Univariate 方法 进行 统计 分 析 ， 以 P«0.05 作为 差异 显著 性 判断 标准 。 


2 4 HW 


2. 不 同 脂肪 酸 组 合 对 培养 液 pH 的 影响 


表 3 表明 ， 培 养 液 pH 在 6.02 一 6.52 的 范 


实时 定量 PCR(RT-PCR) 法 在 7500 


总 细菌 16S rDNA 的 百分比 。 根 据 如 下 公 


建立 数据 库 ， 采 用 SPSS 17.0 软件 中 的 General Linear Model 


围 内 变化 。 不 同 脂肪 酸 组 合 的 影响 不 显著 


CP>0.05) ; 但 时 间 的 影响 显著 (P<0.05) ， 以 培养 后 3h 的 pH 最 高 。 时 间 和 脂肪 酸 组 合 


对 pH 有 显著 的 互 作 效 应 (P<0.05) ， 表 现 为 : 各 组 pH 都 在 0~3h 间 上 升 、 在 3~12h fü] 


下 降 ， 其 变化 趋势 比较 一 致 ， 但 在 12~18h 间 除 A ZAP AP FEE, TE 18—24h lH] A. B 


组 下 降 ， 而 C、D、E 组 上 升 。 
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78 表 3 不 同 脂肪 酸 组 合 对 培养 液 pH 的 影响 
79 Table 3 Effects of different fatty acid combinations on pH of culture medium 
组 别 Groups 平均 值 
项 目 Items : 
A B C D E Mean 
Oh 6.02 6.05 6.05 6.05 6.05 6.04* 
3h 6.52 6.49 6.52 6.52 6.51 6.51* 
6h 6.36 6.37 6.35 6.39 6.37 6.36^ 
12h 6.28 6.38 6.37 6.33 6.27 6.32* 
18h 6.31 6.33 6.22 6.32 6.17 6.274 
24h 6.29 6.27 6.37 6.35 6.40 6.34bc 
平均 值 Mean 6.30 6.31 6.31 6.32 6.29 
SEM 
时 间 Time 0.015 
脂肪 酸 组合 Fatty acid combination 0.015 
时 间 X 有 脂肪酸 组 合 Time X fatty acid combination 0.004 
P [i P-value 
时 间 Time 0.000 
脂肪 酸 组 合 Fatty acid combination 0.180 
时 间 久 脂肪 酸 组 合 Time X fatty acid combination 0.000 
80 平均 值 数据 肩 标 不 同 字 母 表示 差异 显著 (P<0.05) 。 表 4 同 。 
81 Means with different letter superscripts differed significantly (P<0.05). The same as table 4. 
82 22 不 同 脂肪 酸 组 合 对 培养 液 氨氮 浓度 的 影响 
83 表 4 表 明 ， 培 养 液 氨 氮 浓 度 在 7.91~17.05 mg/dL 范围 内 变化 。 其 中 ， 脂 肪 酸 组 合 的 影 
84 WE (P«0.050 ， 以 C 组 最 高 ， 时 间 的 影响 也 显著 〈P<0.05) ， 以 0、3h 较 低 。 时 间 和 
85 ”脂肪 酸 组 合 对 氨 氨 浓度 有 显著 的 互 作 效 应 (P<0.05) ， 表 现 为 : 在 培养 后 0~3h 间 ， 除 A 
86 ”组 下 降 外 其 他 各 组 错 上 升 ; 在 3 一 6h 间 ， 除 D 组 下 降 外 其 他 各 组 此 上 升 ; 在 6~12h 间 ， 
87 ” 除 B 组 上 升 外 其 他 各 组 名 下 降 ; 在 12 一 18h IJ, BRC 组 下 降 外 其 他 组 名 上 升 ; 18—24 h fH], 
88 A, EA FRM B. C DAEF. 
89 d 4 不 同 脂肪 酸 组 合 对 培养 液 氮 氮 浓 度 的 影响 
90 Table 4 Effects of different fatty acid combinations on NH3-N concentration of culture medium 
91 mg/dL 


项 目 Items 组 别 Groups 平均 值 
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A B C D E Mean 
Oh 11.03 8.69 10.44 9.64 9.67 9.89* 
3h 9.90 9.32 13.21 11.58 11.17 11.045 
6h 14.46 10.74 17.05 8.48 15.28 13.208 
12h 13.22 11.82 14.36 7.91 12.53 11.97% 
18h 13.78 13.39 12.27 13.93 13.46 13.37* 
24h 13.33 14.67 13.67 14.35 11.67 13.548 
平均 值 Mean 12.62 11.44° 13.50* — 10.98 12.30% 
SEM 
时 间 Time 3.261 
脂肪 酸 组 合 Fatty acid combination 1.770 
时 间 X 有 脂肪酸 组 合 Time X fatty acid combination 1.037 
P {& P-value 
时 间 Time 0.000 
脂肪 酸 组合 Fatty acid combination 0.020 
时 间 久 脂肪 酸 组 合 Time X fatty acid combination 0.030 


92 23 不 同 脂肪 酸 组 合 对 培养 液 瘤胃 细菌 含量 的 影响 


93 表 5 表明, 除 白色 瘤胃 球菌 含量 在 组 间 没 有 显著 差异 外 ， 寺 
94 ” 著 差 异 (P<0.05) 。 其 中 ， 琥 珀 酸 拟 杆菌 、 生 黄 ; 


他 种 属 细菌 含量 组 间 存 在 显 
AIRE Sx A ANER E Ae BI AT ad 


95 ”的 含量 均 以 B HAAR. HEAT AE ] Aol ral A ERE AT BR a eC HORS SERT 


4 


Hg 


96 “其 他 各 组 CP<0.05) 。 而 埃 氏 巨 球菌 含量 以 A 组 最 低 ， 显 著 低 于 最 高 的 C 组 (P<0.05) . 


97 各 种 所 测定 的 细菌 含量 之 间 存 在 显著 差异 (P<0.05)。 其 中 , 埃 氏 巨 球 菌 含量 最 高 (8.45%) 


98 “为 优势 菌 属 ， 而 白色 瘤胃 球菌 (0.27%) 和 生 黄 瘤胃 球菌 舍 


ral 


(0.44%) 相对 较 低 。 以 所 测 


99 ”得 的 种 属 计 瘤 胃 总 细菌 含量 ， 则 以 C 组 最 高 ， 显 著 高 于 其 他 各 组 (P<0.05) 。 


100 表 5 不 同 脂肪 酸 组 合 对 培养 液 瘤 骨 细 菌 含量 的 影响 
101 Table 5 Effects of different fatty acid combinations on ruminal bacteria contents in culture 
102 medium % 
组 别 Groups P 值 ”平均 值 
项 目 Items .SEM 
A B C D E P-value Mean 
琥珀 酸 拟 杆菌 Fibrobacter succinogenes 1.69 2.07a 1.09% 0.50 ^ 1.79 0.63 0.014 1.43? 
生 黄 瘤胃 球菌 Ruminococcus flavefaciens 0.50" 0.847 0.21° 0.12: 0.535 0.29 0.000 0.44° 
EW SSRA Ruminococcus albus 0.61 0.10 (021 029 0.14 020 0.234 027" 
AAE TRIE Butyrivibrio fibrisolvens 1.05° 2.336 3.52* 0.70€. 1.89 1.11 0.000 1.905 
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RREK Megasphaera elsdenii 1.14^ 7.07% 13.64a 9.59% 10.79% 4.72 0.021 8.452 


TE AA APA Clostridium proteoclasticum 1.84% 2.378 1.71% 1.046 1.94" 0.48 0.031 1.78 


嗜 淀粉 瘤胃 杆菌 Ruminobacter amylophilus 1.05% 1.90% 1.05" 0.58° 1.35% 0.49 0.000 1.195 


降解 淀粉 瘤胃 球菌 Ruminococcus bromii 0.655 4.59b 8.72a 0.60b 1.155 3.533 0.001 3.14° 
SEM 3.16 
P (8. P-value 0.000 
总 细菌 Total bacteria 8.53€ 21.275 30.15* 13.42* 19.58^ 8.21 0.007 

103 不 同 组 数据 肩 标 不 同 字 母 表示 差异 显著 (P<0.05)， 平 均值 数据 肩 标 不 同 字母 表示 差异 


104 ”显著 (P<0.05) 

105 Values of different groups with different letter superscripts differed significantly (P«0.05), 
106 and means with different letter superscripts differed significantly (P«0.05). 

107 3 i it 

108 — 3.1. 不 同 脂肪 酸 组 合 对 瘤 骨 细菌 体外 发 酵 的 影响 

109 本 试验 中 ， 培 养 液 PH (6.02~6.52) 的 变化 范围 不 大 且 适 宜 于 瘤 骨 微生物 的 生长 。 该 结 


110 ” 果 与 前 人 关于 油脂 或 脂肪 酸 的 试验 结果 有 一 定 的 一 致 性 。 体外 培养 瘤胃 微生物 , Aces AUI 
111 ”在 培养 液 中 添加 4% 的 饱和 程度 不 同 的 4 种 油脂 ,没有 显著 影响 pH; 皮 宇 等 (4 添加 3% 的 饱 
112 ”和 程度 不 同 的 6 种 脂肪 酸 ，pH 的 差异 也 不 显著 。 本 试验 中 ， 毛毛 浓度 在 7.91~17.05 mg/dL 
变化 ， 也 属于 瘤胃 微生物 的 发 酵 代谢 与 生长 的 适宜 浓度 范围 (31。 但 氨氮 浓度 在 脂肪 酸 


pus 


113 ” 范 目 


114 ”组 合 组 间 差 异 显 著 , 并 以 C 组 较 高 而 D 组 较 低 , C 组 >E 组 >B 组 >D 组 。 由 于 本 研究 的 脂肪 


115 ” 酸 组 合 处 理 B、C、D、E 组 的 不 饱和 程度 依次 为 0.92、1.00、0.50、0.71， 即 C 组 >B 组 >E 


116 — ?H»D 组 ,氨氮 浓度 高 低 顺 序 与 处 理 的 不 饱和 程度 基本 一 致 。 其 原因 之 一 可 能 是 随 着 不 饱和 
117 ”程度 的 降低 ， 其 对 瘤胃 原虫 群体 量 06271 和 其 吞噬 细菌 活力 的 抑制 效应 增加 n8， 相 应 地 ， 其 
118 ”细菌 的 数量 将 增加 、 发 酵 活 力 将 增强 , 进而 可 能 导致 了 氨氮 浓度 的 升 高 。 这 也 与 本 试验 中 所 


119 ” 测 得 的 总 细菌 含量 的 排序 C 组 >B 组 >E 组 >D 组 基本 一 致 。 综 合 这 些 结果 说 明 ， 不 同 的 脂肪 


ANS 


里 
120 酸 组 合 处 理 是 通过 影响 了 瘤胃 


阔 的 群体 进而 影响 其 发 酵 的 。 男 外 ， 从 时 间 的 分 析 可 见 ，C 


121 ”组 氨氮 浓度 平均 值 较 高 主要 归 因 于 在 3~12h 期 间 细菌 发 酵 活 力 增强 导致 的 毛毛 浓度 高 于 DD 


122 4A; 相反 ， 在 18-—24 h 期 间 细 菌 生长 活力 增强 利用 氨氮 也 增加 导致 了 毛毛 浓度 低 于 DD 组 。 
123 32 不 同 脂肪 酸 组 合 对 体外 培养 瘤胃 细菌 的 影响 
124 目前 多 数 的 报道 是 添加 某 种 特殊 的 油脂 或 脂肪 酸 对 瘤胃 细菌 的 影响 , 系统 探讨 多 种 脂肪 
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酸 及 其 组 合 效应 的 研究 并 不 多 见 , 而 本 研究 即 是 在 前 期 筛选 出 对 不 同 发 酵 模 式 最 优 的 脂肪 酸 


组 合 基础 上 再 在 进一步 探讨 其 对 瘤胃 细菌 的 影响 。 本 试验 中 ，C 组 的 总 名 


H AL 15 m 
Aa Ei, XU 


上 述 其 不 饱和 度 较 高 有 关 ， 也 有 可 能 和 其 脂肪 酸 间 的 组 合 效应 有 关 。 而 与 此 同时 ，C 组 的 溶 


纤维 丁 酸 弧 阔 在 组 间 也 为 最 高 。 分 析 其 原 


因 ， 一 方面 是 因为 溶 纤 丁 弧 菌 多 栖 居 于 液 相 09， 


而 原虫 也 多 吞噬 为 液 相 的 0.2~1.0 um 大 小 的 杆菌 和 球菌 ,而 该 组 的 不 饱和 键 又 对 原虫 吞 鸣 


力 有 一 定 的 抑制 所 致 ， 另 一 方面 ， 也 可 能 是 由 于 该 组 合适 量 不 饱和 油脂 《 亚 油 酸 ) 的 添加 ， 
促进 了 该 菌 的 繁殖 以 及 其 氧化 功能 中。Lee 等 2 也 曾 报道 ， 添 加 不 饱和 油脂 《鱼油 ) 提高 


亚 油 酸 的 生物 氧化 量 。 溶 纤维 丁 酸 弧 菌 在 瘤 骨 中 代谢 底 物 广泛 , 主要 发 酵 产 物 是 丁 酸 和 乳酸 ; 


同时 该 菌 与 埃 氏 巨型 球菌 、 反 刍 兽 新 月 单 胞 菌 等 交互 饲 喂 ， 维 持 瘤胃 液 pH 的 稳定 。 其 所 产 


本 研究 同时 发 现 埃 氏 巨型 球菌 含量 在 C 组 


EG WES SE 
降解 淀粉 瘤胃 球菌 也 多 栖 居 于 瘤胃 液 


高 的 脂肪 酸 组 合 。 


sin 


^E FR LQ n] H PL BBS HI KR IX al PU 


通过 丙烯 酰 辅 酶 A TREE RA, qu 
也 是 最 高 的 ， 为 此 可 在 一 定 程 度 上 解释 C 组 是 发 


» 


相 ， 由 于 主要 以 淀粉 为 代谢 底 物 ， 是 高 精 料 、 低 


pH 条 件 下 相对 活跃 的 菌 属 。 如 降解 淀粉 瘤胃 球菌 在 瘤 骨 液 pH 较 低 的 条 件 下 含量 较 高 23。 


关于 饲 粮 ， 添 加 豆油 和 胡麻 油 的 研究 并 没有 发 现 肉 牛 瘤胃 淀粉 分 解 戎 的 变化 鸣 ， 但 在 本 看 


究 却 发 现 C 组 的 降解 淀粉 瘤胃 球菌 含量 最 高 。 这 可 能 是 由 于 该 组 不 饱和 程度 较 高 使 得 原虫 


对 液 相 戎 的 吞噬 下 降 所 致 。 同 时 ,该 戎 的 提高 及 其 与 其 他 菌 属 的 交互 饲 喂 也 可 能 导致 淀粉 终 
代谢 产物 之 一 的 丙 酸 含量 的 增加 , 而 这 在 一 定 程度 上 说 明 , 本 组 适合 丙 酸 型 发 酵 的 脂肪 酸 组 


合 可 能 


B 组 为 乙酸 型 发 酵 的 脂肪 酸 组 合 ; 同时 , 嗜 淀粉 瘤胃 杆菌 也 是 瘤 骨 中 主要 的 蛋白 质 降解 菌 2 


通过 提高 降解 淀粉 瘤 骨 球菌 含量 来 实现 的 。 嗜 演 粉 瘤胃 杆菌 也 是 瘤 骨 中 深 粉 降解 


是 
之 一 ， 其 主要 产物 为 乙酸 和 琥珀 酸 [ 河 。 本 试验 中 该 菌 以 B 组 最 高 ， 这 在 一 定 程度 上 解释 


Ba 


一 | 


一 ,可 将 蛋白 质 降 解 为 氨氮 和 氢 基 酸 , 并 成 为 其 生长 的 底 物 P6279。 结 合 氮气 浓 度 的 结果 发 现 ， 
B 组 的 氢气 浓 度 在 培养 后 呈 持 续 增 长 的 趋势 ， 这 与 该 将 含量 较 高 相 吻 合 。 这 一 结果 同时 也 与 
王 梦 艺 等 2 的 研究 中 该 苦 在 瘤胃 液 氨氮 浓度 高 的 豆粕 饲 粮 中 含量 较 高 的 结果 相 一 致 。 


生 黄 瘤 骨 球菌 、 白 色 瘤 骨 球 菌 和 产 琥 珀 酸 丝 状 杆 戎 等 降解 纤维 素 类 物质 降解 菌 主 要 栖 居 


于 瘤 骨 国 相 ， 其 发 酵 产 物 以 乙酸 为 主 。 例 刀 
琥珀 酸 拟 杆菌 数量 1。 本 研究 中 ， 生 黄 瘤 


1， 高 纤维 素 饲 粮 提高 了 牛 瘤 骨 生 黄 瘤 骨 球 菌 和 产 


胃 球 菌 和 产 琥 珀 酸 丝 状 杆 戎 含量 都 在 B 组 较 高 。 
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152 AP, 生 黄 瘤胃 球菌 含量 在 B 组 提高 的 结果 与 金龙 等 Bl 体外 发 酵 添加 4% 的 棕榈 仁 油 提高 了 
153 ” 生 黄 瘤胃 球菌 含量 的 结果 一 致 ， 但 产 政 珀 酸 拟 杆 菌 含 量 在 B 组 提高 的 结果 与 乌 日 娜 81 添 加 


154 ”6% 的 植物 油脂 时 显著 降低 了 瘤胃 产 政 珀 酸 丝 状 杆菌 的 结果 有 所 不 同 。 这 可 能 是 由 于 油脂 添 
155 ”加 超过 一 定 比 例 时 ， 因 附着 于 瘤胃 中 纤维 素 和 菌 体 表 面 ， 影 响 细菌 的 活动 及 其 酶 的 分 泌 ; 或 
156 ”损害 部 分 纤维 素 降 解 微生物 的 胞 膜 而 抑 杀 微生物 有 关 史 。 本 研究 中 B 组 这 2 种 菌 属 

157 ”提高 ， 与 上 述 该 组 嗜 淀 粉 瘤胃 杆菌 含量 较 高 等 结果 一 致 ， 这 说 明 B 组 的 脂肪 酸 组 合 可 能 是 
158 ”通过 影响 瘤胃 细菌 组 成 来 进一步 提高 其 乙酸 发 酵 的 。 但 在 本 研究 中 , B 组 白色 瘤胃 球菌 含量 
159 ”并 没有 显著 增加 ， 这 和 金龙 等 8B% 添 加 4% 椰 子 油 或 棕榈 仁 油 不 影响 白色 瘤胃 球菌 含量 结果 
160 ” 致 。 有 研究 认为 ， 白 色 瘤 胃 球 菌 含量 所 产生 的 抗菌 素 可 抑制 生 黄 瘤 角球 菌 的 生长 9。 进 一 
161 ” 步 探讨 本 试验 中 试验 组 白色 瘤胃 球菌 含量 排序 为 D 组 >C 组 >E 组 >B 组 ， 而 生 黄 瘤胃 球菌 含 


162 量 为 B 组 >E 组 >C 组 >D 组 ， 不 难 发 现 ，2 种 菌 属 的 含量 排序 相反 ， 提 示 它 们 间 可 能 存在 一 
163 ” 定 的 互 抑 作用 ， 有 关 其 互 抑 机 制 沿 有 待 于 进一步 地 探索 。 


164 4 4 论 
N 165 全 体外 培养 添加 不 同 脂肪 酸 组 合 ， 培 养 液 pH 和 氨氮 浓度 都 在 适宜 范围 内 变化 ， 但 其 瘤 
c 166 胃 总 细菌 和 部 分 细菌 种 属 含量 有 显著 变化 ， 这 与 发 酵 模 式 有 关 。 


167 @ 培 养 底 物 中 硬 脂 酸 、 油 酸 、 亚 油 酸 和 亚麻 酸 含量 分 别 为 1.5%、1.0%、0.5% 和 1.5% 时 ， 
168 ”培养 液 琥 珀 酸 拟 杆菌 、 生 黄 瘤 胃 球 菌 、 蛋 白 深 解 权 菌 和 嗜 淀粉 瘤胃 杆菌 含量 较 高 。 
169 @ 培 养 底 物 中 硬 脂 酸 、 油 酸 、 亚 油 酸 和 亚麻 酸 含量 分 别 为 1.3%、1.0%，1.3% 和 1.0% 时 ， 


170 培养 液 溶 纤 维 丁 酸 弧 菌 、 降 解 淀粉 瘤胃 球菌 和 埃 氏 巨 球菌 含量 较 高 。 
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Effects of Long-Chain Fatty Acid Combinations on Ruminal Bacterial Fermentation and 
Community in Vitro 
JING Yujia GAO Jian WANG Mengzhi” HE Yuenan SHI Liangfeng OUYANG Jialiang 
(College of Animal Science and Technology, Yangzhou University, Yangzhou 225009, China) 

Abstract: This experiment was conducted to investigate the effects of long-chain fatty acid 

combinations on ruminal bacterial fermentation and community in vitro. Three cows fitted with 

permanent ruminal cannulas were used to provide rumen liquor for the in vitro trail. The substrate 
of control (A) group contained 5% fatty acid calcium, and the substrates of experimental groups 

contained stearic acid, oleic acid, linoleic acid and linolenic acid by the following contents: 1.5%, 

1.0%, 0.5% and 1.5% (B group), 1.5%, 1.0%, 1.5% and 1.0% (C group), 1.0%, 1.5%, 1.5% and 

0.5% (D group), 1.5%, 0.5%, 0.5% and 1.0% (E group). Culture medium was collected for the 

measurements of pH, ammonia nitrogen concentration and rumen bacterial contents at 0, 3, 6, 12, 


18 and 24 h after fermentation. The results showed as follows: 1) no significant difference was 
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found in pH of culture medium (P»0.05); ammonia nitrogen concentration in C group was 
significantly higher than that in B and D groups (P«0.05). 2) Significant differences could be find 
in all bacterial genus except Ruminococcus albus (P«0.05). B group was higher in the contents of 
Fibrobacter succinogenes, Ruminococcus flavefaciens, Clostridium proteoclasticum and 
Ruminobacter amylophilus; while group C was significantly higher in the contents of Butyrivibrio 
fibrisolvens, Megasphaera elsdenii Ruminococcus bromii and total bacterial than the other groups 
(P«0.05). Megasphaera elsdenii was the dominant bacterial genus with the highest content. In 
conclusion, fatty acid combination has remarkable effects on the contents of rumen total bacteria 
and most bacterial genus, which is relate to rumen fermentation mode. 


Key words: fatty acid combination; rumen; bacteria; community 
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